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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ化合物を脱アミン化させる方法であって、アミノ化合物に対するトランスアミナ
ーゼ活性を有し、配列番号７、９、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する
分離されたポリペプチド、またはアミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、
配列番号７、９、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペ
プチドを発現するように形質転換された微生物を、アミノ化合物を含有する溶液に加える
工程を含み、アミノ化合物が、ガンマアミノ酪酸、５－アミノ吉草酸及び６－アミノカプ
ロン酸からなる群から選択される１以上であり、前記溶液がリン酸ピリドキサール及びア
ミン受容体をさらに含む、方法。
【請求項２】
　微生物がエシェリキア属である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　アミン受容体が、ピルベート、オキサロ酢酸及びアルファ－ケトグルタレートからなる
群から選択される１以上である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　アミノ化合物を生産する方法であって、アミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性
を有し、配列番号７、９、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離され
たポリペプチド、またはアミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配列番号
７、９、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプチドを
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発現するように形質転換された微生物を、セミアルデヒド化合物を含有する溶液に加える
工程を含み、セミアルデヒド化合物が、スクシネートセミアルデヒド、グルタレートセミ
アルデヒド及びアジペートセミアルデヒドからなる群から選択される１以上である、方法
。
【請求項５】
　微生物がエシェリキア属である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　リン酸ピリドキサール及びアミン受容体存在下でのアミノ化合物の脱アミン化における
使用のための組成物であって、アミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配
列番号７、９、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプ
チド、またはアミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配列番号７、９、１
１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプチドを発現するよ
うに形質転換された微生物を含み、アミノ化合物が、ガンマアミノ酪酸、５－アミノ吉草
酸及び６－アミノカプロン酸からなる群から選択される１以上である、組成物。
【請求項７】
　微生物がエシェリキア属である、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
　微生物が大腸菌である、請求項６に記載の組成物。
【請求項９】
　微生物が大腸菌である、請求項４に記載の方法。
【請求項１０】
　微生物が大腸菌である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　リン酸ピリドキサール及びアミン受容体存在下でアミノ化合物を脱アミン化させること
における、アミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配列番号７、９、１１
、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプチド、またはアミノ
化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配列番号７、９、１１、１３、１５また
は１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプチドを発現するように形質転換された
微生物の使用であって、アミノ化合物が、ガンマアミノ酪酸、５－アミノ吉草酸及び６－
アミノカプロン酸からなる群から選択される１以上である、使用。
【請求項１２】
　微生物がエシェリキア属である、請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
　それをセミアルデヒド化合物を含有する溶液に加えることによりアミノ化合物を生産す
ることにおける、アミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配列番号７、９
、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプチド、または
アミノ化合物に対するトランスアミナーゼ活性を有し、配列番号７、９、１１、１３、１
５または１７のアミノ酸配列を有する分離されたポリペプチドを発現するように形質転換
された微生物の使用であって、セミアルデヒド化合物が、スクシネートセミアルデヒド、
グルタレートセミアルデヒド及びアジペートセミアルデヒドからなる群から選択される１
以上である、使用。
【請求項１４】
　微生物がエシェリキア属である、請求項１３に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
  本開示は、トランスアミナーゼ活性を有する新規分離されたポリペプチド、及びそれを
コーディングするポリヌクレオチド、前記ポリヌクレオチドを含む微生物、及び前記ポリ
ペプチドまたは前記微生物を利用して、アミノ化合物を脱アミン化させる方法に関する。
【背景技術】
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【０００２】
  アジピン酸（adipic acid）は、（ＣＨ２）４（ＣＯＯＨ）２の分子式を有するジカル
ボン酸（dicarboxylic acid）化合物である。アジピン酸は、ナイロン樹脂原料、プラス
チック可塑剤、染料・医薬品などの原料として汎用されており、特に、ナイロン６，６の
ようなポリアミドの製造に重要な中間生成物であり、商業的価値が非常に高い。
【０００３】
　アジピン酸は、主に石油化合物を原料物質として、２段階の工程を経る化学的方法によ
って生産する。具体的には、開始物質であるフェノール、シクロヘキサン、シクロヘキセ
ン、ベンゼンなどの環状化合物を、シクロヘキサノン、またはシクロヘキサノールと命名
されるケトン・アルコールオイル（ＫＡ oil：ketone-alcohol oil）に転換させた後、硝
酸を利用した酸化工程を介して、アジピン酸を生産する。該化学的工程は、高効率性及び
経済性を有しているが、ベンゼンを原料として使用し、膨大な量の窒素酸化物を副産物と
して発生させるという問題点がある。かような問題点と共に、最近強化される環境規制に
より、アジピン酸の生産において親環境的工程の必要性が叫ばれ、それにより、アジピン
酸を、微生物を介して生産する努力が始まっている。しかし、アジピン酸生産の中間体と
して使用される６－アミノカプロン酸の正確な生合成または生分解の経路は、いまだに知
られていない。６－アミノカプロン酸の６－アミン基を除去し、ケトン基が導入されれば
、アジペートセミアルデヒド（adipate semialdehyde）になり、アルデヒドデヒドロゲナ
ーゼ（aldehyde dehydrogenase）の反応を介して、アジピン酸を合成することができると
予想される（Guerrillot L. et al., Eur J Biochem., 1977, 81 (1): 185-92; Vandecas
teele, J. P. et al., Methods Enzymol., 1982, 89: 484-490）。同数の炭素からなる６
－アミノカプロン酸からアジピン酸への酵素転換反応は、商業的価値だけではなく、新規
技術として可能性が高く評価されるが、実際、反応に関与することができる酵素または微
生物も、公知されていない。
【０００４】
　そのために、本発明者らは、６－アミノカプロン酸を脱アミンする方法を研究している
間、脱アミン活性を有する新規微生物を分離し、そこから新規酵素を発見することにより
、本開示を完成した。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
  本開示の一目的は、トランスアミナーゼ活性を有する新規分離されたポリペプチドを提
供することである。
本開示の他の目的は、前記ポリペプチドをコーディングするポリヌクレオチドを提供する
ことである。
【０００６】
　本開示のさらに他の目的は、前記新規ポリペプチドを発現するように形質転換された微
生物を提供することである。
【０００７】
　本開示のさらに他の目的は、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドを利用
して、アミノ化合物を脱アミン化させる方法、及びセミアルデヒド化合物をアミノ化合物
に転換させる方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
  前記課題を解決するために、本開示は、配列番号７のアミノ酸配列、またはそれと７５
％以上の相同性を有するアミノ酸配列を含み、アミノ化合物に対するトランスアミナーゼ
活性を有する分離されたポリペプチドを提供する。
【発明の効果】
【０００９】
  本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドを最初に発掘した。また、前記
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ペプチドを利用して、アミノ化合物を脱アミン化させる方法は、アジピン酸のバイオ基盤
の生産方法において利用することができる。それは、従来、化学的方法で生産していたア
ジピン酸生産において、新規経路を利用して、バイオ基盤でアジピン酸を生産することが
できる基盤を設けたところに意義がある。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】６－アミノカプロン酸を窒素源として使用した最小培地を利用して選別された菌
株が、バイオフィルム（biofilm）を形成するところを示す写真である。具体的には、単
一コロニーを培養した後、それを遠心分離して得られた結果物、及び該結果物を蒸溜水を
利用して、バイオフィルムと菌株とに分離させたのである。
【図２Ａ】５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグルタル酸、リン
酸ピリドキサールの多様な濃度、及びそれぞれの基質の有無によるグルタメートの生成、
及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比べた結果を示す［５ＡＶＡ：１０ｍＭ ５－アミノ吉
草酸（standard）；１：２０ｍＭ ６－アミノカプロン酸（standard）；２：シュードモ
ナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ＋２０ｍＭ ６－アミノカプロン酸；３：シュードモナ
ス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ＋１０ｍＭ ６－アミノカプロン酸及び２０ｍＭ５－アミ
ノ吉草酸；４：シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ＋２０ｍＭ ６－アミノカプ
ロン酸、１０ｍＭアルファ－ケトグルタレート及び０．１ｍＭリン酸ピリドキサール；４
－１：シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ＋２０ｍＭ ６－アミノカプロン酸及
び１０ｍＭアルファ－ケトグルタレート；５：シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫ
Ｂ＋１０ｍＭ ６－アミノカプロン酸、２０ｍＭ ５－アミノ吉草酸、１０ｍＭアルファ－
ケトグルタレート及び０．１ｍＭリン酸ピリドキサール；５－１：シュードモナス・スタ
ッツェリＣＪ－ＭＫＢ＋１０ｍＭ ６－アミノカプロン酸、２０ｍＭ ５－アミノ吉草酸及
び１０ｍＭアルファ－ケトグルタレート；６：シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫ
Ｂ＋２０ｍＭ ６－アミノカプロン酸及び２０ｍＭグルタメート；Ｅ：１０ｍＭグルタメ
ート（standard）］。
【図２Ｂ】５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグルタル酸、リン
酸ピリドキサールの多様な濃度、及びそれぞれの基質の有無によるグルタメートの生成、
及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比べた結果を示す。
【図２Ｃ】５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグルタル酸、リン
酸ピリドキサールの多様な濃度、及びそれぞれの基質の有無によるグルタメートの生成、
及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比べた結果を示す。
【図２Ｄ】５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグルタル酸、リン
酸ピリドキサールの多様な濃度、及びそれぞれの基質の有無によるグルタメートの生成、
及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比べた結果を示す。
【図２Ｅ】５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグルタル酸、リン
酸ピリドキサールの多様な濃度、及びそれぞれの基質の有無によるグルタメートの生成、
及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比べた結果を示す。
【図２Ｆ】５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグルタル酸、リン
酸ピリドキサールの多様な濃度、及びそれぞれの基質の有無によるグルタメートの生成、
及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比べた結果を示す。
【図３】本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドの遺伝子に形質転換され
た大腸菌菌株から可溶性タンパク質に過発現されることを示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル写真
である［Ｔ：細胞粉砕液（cell lysate）；Ｓ：可溶性タンパク質（soluble protein）］
。
【図４】本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドが過発現された大腸菌の
粉砕液を利用して、アミノ化合物に対する反応性を、ＴＬＣを介して示した結果である［
１：過発現されたｐＥＴＤｕｅｔ１（空ベクター）と４－アミノ酪酸との反応；２：過発
現された本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、４－アミノ酪酸との
反応；４：過発現されたｐＥＴＤｕｅｔ１と６－アミノカプロン酸との反応；５：過発現
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された本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、６－アミノカプロン酸
との反応；７：過発現されたｐＥＴＤｕｅｔ１とＮ－アセチルオルニチンとの反応；８：
過発現された本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、Ｎ－アセチルオ
ルニチンとの反応；及び１０：グルタメート（standard）］。
【図５】６－アミノカプロン酸の濃度を上昇させ、本開示のトランスアミナーゼ活性を有
するポリペプチドによる転換反応で生成されるグルタメートの生成量をＴＬＣを介して示
した結果である［Ｃ：過発現されたｐＥＴＤｕｅｔ１と６－アミノカプロン酸との反応；
Ｄ：過発現された本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、６－アミノ
カプロン酸との反応、及びＥ：１０ｍＭグルタメート（standard）］。
【図６】５種のシュードモナス菌株から得たＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ
、及び本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドを大腸菌で過発現させた結
果を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル写真である。
【図７】５種のシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ、
及び本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、６－アミノカプロン酸と
の反応１時間後、ＬＣ－ＭＡＳＳを利用して、６－アミノカプロン酸減少程度を分析した
グラフである。
【図８】図７と同一サンプルに対して、シフ試薬（Schiff’s reagent）を介して、アル
デヒド生成程度を相対的な活性値で比較した結果を示す。
【図９】５種のシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ、
及び本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、Ｎ－アセチルオルニチン
との反応後、ＬＣ－ＭＡＳＳを利用して、Ｎ－アセチルオルニチンの減少程度を分析した
グラフである。
【図１０】５種のシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ
、及び本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、ガンマアミノ酪酸との
反応後、ＬＣ－ＭＡＳＳを利用して、ガンマアミノ酪酸の減少程度を分析したグラフであ
る。
【図１１】５種のシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ
、及び本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドと、５－アミノ吉草酸との
反応後、ＬＣ－ＭＡＳＳを利用して、５－アミノ吉草酸の減少程度を分析したグラフであ
る。
【図１２】本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドの逆反応評価のために
、６－アミノカプロン酸で反応させた後、さらに逆反応を誘導し、シフ試薬を介して、相
対的な酵素活性を比較した結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本開示の一様態は、配列番号７のアミノ酸配列、またはそれと７５％以上の相同性を有
するアミノ酸配列を含み、トランスアミナーゼ（transaminase）活性を有する分離された
ポリペプチドを提供する。
【００１２】
　本開示において用語「トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチド」は、アミノ酸と
α－ケト酸との可逆的なアミノ基転移反応を触媒する活性を有するポリペプチドを意味す
る。前記トランスアミナーゼは、アミノトランスフェラーゼ（aminotransferase）とも命
名される。
【００１３】
　本開示において用語「ポリペプチド」は、アミノ酸の重合体を意味し、一般的に、少数
のアミノ酸が連結された形態をペプチドと呼び、多くのアミノ酸が連結されれば、タンパ
ク質と呼ぶ。タンパク質をなしている約２０種のアミノ酸が化学結合を介して互いに連結
され、ポリペプチドを作る。本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドは、
配列番号７のアミノ酸配列を含んでもよい。また、前記ポリペプチドは、配列番号７のア
ミノ酸配列と、７５％以上、８０％以上、具体的には、９０％以上、さらに具体的には、
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９５％以上、一層具体的には、９９％以上の配列相同性を有するアミノ酸配列であり、本
開示のトランスアミナーゼのアミノ基転移反応を触媒する活性を有するポリペプチドのア
ミノ酸配列であるならば、制限なしに含んでもよい。また、前記ポリペプチドは、配列番
号７のアミノ酸配列と、７５％以上、８０％以上、具体的には、９０％以上、さらに具体
的には、９５％以上、一層具体的には、９９％以上の配列相同性を有するアミノ酸配列で
あり、本開示のトランスアミナーゼのアミノ基転移反応を触媒する活性を有するポリペプ
チドのアミノ酸配列は、配列番号９、１１、１３、１５または１７のアミノ酸配列を含ん
でもよい。また、前記ポリペプチドと、生物学的に同一であるか、あるいは相応する活性
を有する限り、その変異体または類似体などをいずれも含んでもよい。
【００１４】
　本開示において用語「相同性」は、与えられたポリペプチド配列またはポリヌクレオチ
ド配列と一致する程度を意味し、百分率でも表示される。本明細書において、与えられた
ポリペプチド配列またはポリヌクレオチド配列と同一であるか、あるいは類似した活性を
有する相同性配列が「％相同性」で表示される。例えば、点数（score）、同一性（ident
ity）及び類似度（similarity）などの媒介変数（parameter）を計算する標準ソフトウェ
ア、具体的には、ＢＬＡＳＴ ２．０を利用するか、あるいは定義された厳格な条件下で
、サザン混成化実験によって配列を比較することによっても確認することができ、定義さ
れる適切な混成化条件は、当業者に周知の方法でも決定される。
【００１５】
　前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドは、シュードモナス・スタッツェリ
（Pseudomonas stutzeri）に由来したものでもある。具体的には、前記ポリペプチドは、
シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ（ＫＣＣＭ１１５８７Ｐ）に由来したもので
もある。一実施例において、本発明者らは、６－アミノカプロン酸を窒素源として固定化
させる新規菌株であるシュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢを分離し、そこから新
規トランスアミナーゼを得た。
【００１６】
　本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドは、アミノ化合物を脱アミンさ
せることができる。前記アミノ化合物は、具体的には、Ｎ－アセチルオルニチン、ガンマ
アミノ酪酸（４－アミノ酪酸）、５－アミノ吉草酸及び６－アミノカプロン酸からなる群
から選択される１以上でもあるが、それらに限定されるものではない。さらに具体的には
、前記アミノ化合物は、５－アミノ吉草酸または６－アミノカプロン酸でもある。従来公
知のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼは、基質として、Ｎ－アセチルオルニチ
ン及びＮ－スクシニル－Ｌ－２－アミノ－６－オキソピメレート（Ｎ－succinyl－Ｌ－２
－amino－６－oxopimelate）を使用することは知られているが、ガンマアミノ酪酸、５－
アミノ吉草酸または６－アミノカプロン酸などを基質として使用する否かということにつ
いては、全く知られていなかった（Rajaram V, Ratna Prasuna P, Savithri HS, Murthy 
MR. Structure of biosynthetic N-acetylornithine aminotransferase from Salmonella
 typhimurium: studies on substrate specificity and inhibitor binding, Proteins, 
2008, 70(2): 429-441）。しかし、本開示のポリペプチドは、Ｎ－アセチルオルニチン以
外にも、ガンマアミノ酪酸、５－アミノ吉草酸または６－アミノカプロン酸を基質として
使用し、それらの脱アミン化反応を触媒することができる。一実施例において、本開示の
ポリペプチドにより、Ｎ－アセチルオルニチン、ガンマアミノ酪酸、５－アミノ吉草酸ま
たは６－アミノカプロン酸が脱アミン化され、グルタメートが生成されるということを確
認することができる。
【００１７】
　本開示の他の様態は、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドをコーディン
グするポリヌクレオチドを提供する。
【００１８】
　本開示において用語「ポリヌクレオチド」とは、ヌクレオチド単位体（monomer）が、
共有結合によって長く鎖状につながったヌクレオチドの重合体（polymer）であり、一般
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的に、一定長以上のＤＮＡ（deoxyribonucleic acid）鎖やＲＮＡ（ribonucleic acid）
鎖本を意味する。
【００１９】
　前記ポリヌクレオチドは、配列番号７のポリペプチド、またはそれと７５％以上の相同
性を有するポリペプチドをコーディングするポリヌクレオチドを含むものでもある。具体
的には、前記ポリヌクレオチドは、配列番号４の塩基配列を含むものでもある。また、前
記ポリヌクレオチドは、配列番号４の塩基配列と、８０％以上、具体的には、９０％以上
、さらに具体的には、９５％以上、一層具体的には、９９％以上の相同性を示す配列であ
り、本開示のトランスアミナーゼ活性を有するタンパク質をコーディングするヌクレオチ
ド配列であるならば、制限なしに含んでもよい。また、遺伝暗号の縮退性（genetic code
 degeneracy）に起因し、同一アミノ酸配列をコーディングする前記ヌクレオチド配列の
変異体も、本開示に含んでもよい。
【００２０】
　本開示のさらに他の様態は、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドを発現
するように形質転換された微生物を提供する。具体的には、前記微生物は、トランスアミ
ナーゼ活性を有するポリペプチドをコーディングするポリヌクレオチドが発現されるよう
に形質転換された微生物、さらに具体的には、前記ポリヌクレオチドが発現ベクターに作
動可能に連結された組み換えベクターによって形質転換された微生物でもある。
　前記ポリペプチド及び前記ポリヌクレオチドは、それぞれ前述の通りである。
　本開示において用語「作動可能に連結」とは、本開示のトランスアミナーゼ活性を有す
るポリペプチドをコーディングするポリヌクレオチドの転写を開始して媒介させるプロー
モーター配列と、前記遺伝子配列とが機能的に連結されていることを意味する。発現ベク
ターとの作動可能な連結は、当業界公知の遺伝子組み換え技術を利用して製造することが
でき、部位特異的ＤＮＡ切断及び連結は、当業界の切断酵素及び連結酵素などを使用して
作製することができる。
【００２１】
　本開示の用語「発現ベクター」は、適する宿主内で目的タンパク質を発現させることが
できるように、適する調節配列に作動可能に連結された前記目的タンパク質を暗号化する
ポリヌクレオチドの塩基配列を含むＤＮＡ製造物を意味する。前記調節配列は、転写を開
始することができるプローモーター、かような転写を調節するための任意のオペレーター
配列、適するｍＲＮＡリボソーム結合部位をコーディングする配列、及び転写及び解読の
終結を調節する配列を含む。該ベクターは、適当な宿主内に形質転換された後、宿主ゲノ
ムと係わりなく、複製されたり機能したりすることができ、ゲノムそれ自体にも統合され
る。本開示で使用されるベクターは、宿主内で複製可能なものであるならば、特別に限定
されるものではなく、当業界公知の任意ベクターを利用することができる。一般的に使用
されるベクター例としては、天然状態であったり、組み換えられたりした状態のプラスミ
ド、コスミド、ウイルス及びバクテリオファージを有することができるが、それらに限定
されるものではない。前記製造されたトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドをコ
ーディングするポリヌクレオチドを含む発現ベクターを、宿主細胞に形質転換（transfor
mation）または形質感染（transfection）させることにより、目的とするトランスアミナ
ーゼ活性を有するポリペプチドを、当該宿主細胞において発現させることができる。
【００２２】
　本開示において用語「形質転換」は、標的タンパク質を暗号化するポリヌクレオチドを
含むベクターを宿主細胞内に導入し、宿主細胞内において、前記ポリヌクレオチドが暗号
化するタンパク質を発現させることを意味する。形質転換されたポリヌクレオチドは、宿
主細胞内に発現されさえすれば、宿主細胞の染色体内に挿入されて位置しても、染色体外
に位置しても、それらいずれでもよい。前記細胞内において、本開示のベクターを形質転
換させる方法は、塩基を細胞内に導入するいかなる方法も含まれ、当分野で公知されてい
るように、適する標準技術を選択して遂行することができる。エレクトロポレーション（
electroporation）、リン酸カルシウム共同沈澱（calcium phosphate co-precipitation
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）、レトロウイルス感染（retroviral infection）、微細注入法（microinjection）、Ｄ
ＥＡＥ－デクストラン（ＤＥＡＥ－dextran）、陽イオンリポソーム（cationic liposome
）法などがあるが、それらに制限されるものではない。
　本開示において用語「形質転換された微生物」は、前記トランスアミナーゼ活性を有す
るポリペプチドを発現することができる微生物であるならば、原核微生物及び真核微生物
のいずれも含まれる。前記微生物は、例えば、エシェリキア（Escherichia）属、エルウ
ィニア（Erwinia）属、セラチア（Serratia）属、プロビデンシア（Providencia）属、コ
リネバクテリウム（Corynebacterium）属またはブレビバクテリウム（Brevibacterium）
属に属する微生物菌株でもある。前記微生物は、具体的には、エシェリキア属微生物でも
あり、さらに具体的には、大腸菌でもある。
【００２３】
　本開示のさらに他の様態は、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチド、また
はそれを発現する微生物を、アミノ化合物が含有された溶液に添加する段階を含む、アミ
ノ化合物を脱アミン化させる方法を提供する。
　前記方法において、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドは、前述の通り
である。
　前記方法において、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドを発現する微生
物は、本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドをコーディングするポリヌ
クレオチドを含む組み換えベクターに形質転換された微生物でもある。前記形質転換され
た微生物は、前述の通りである。前記微生物は、微生物の培養物、または微生物の粉砕液
（lysate）の形態で、アミノ化合物が含有された溶液に加えられる。
　前記アミノ化合物は、例えば、Ｎ－アセチルオルニチン、ガンマアミノ酪酸、５－アミ
ノ吉草酸及び６－アミノカプロン酸からなる群から選択される１以上でもあるが、それら
に限定されるものではない。また、前記アミノ化合物は、具体的には、ガンマアミノ酪酸
、５－アミノ吉草酸または６－アミノカプロン酸でもある。
　前記アミノ化合物が含有された溶液は、ピルベート（pyruvate）、オキサロ酢酸（oxal
oacetate）及びα－ケトグルタレート（α－ketoglutarate）からなる群から選択される
１以上、及びリン酸ピリドキサールを含んでもよい。前記リン酸ピリドキサールは、本開
示のポリペプチドのトランスアミナーゼの反応において、助酵素としても要求される。ま
た、前記ピルベート、オキサロ酢酸及びα－ケトグルタレートは、反応において、アミノ
基から離脱されたアミノ基を受容するアミン受容体（amine acceptor）としても利用され
る。
【００２４】
　また、前記アミノ化合物を脱アミン化させる方法は、前記反応物からアミノ基が除去さ
れた化合物を回収する段階をさらに含んでもよい。前記アミノ基が除去された化合物は、
具体的には、Ｎ－アセチルグルタメート５－セミアルデヒド、スクシネートセミアルデヒ
ド、グルタレートセミアルデヒド及びアジペートセミアルデヒドからなる群から選択され
る１以上でもあるが、それらに限定されるものではない。細胞または培養物からアミノ基
が除去された化合物を回収する方法は、培養方法により、当該分野に公知の適する方法を
利用して、培養物から生産されたアミノ基が除去された化合物を収集したり回収したりす
ることができる。例えば、遠心分離、濾過、陰イオン交換クロマトグラフィ、結晶化及び
ＨＰＬＣ（high performance liquid chromatography）などが使用されるが、それらの例
に限定されるものではない。
【００２５】
　本開示のさらに他の様態は、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチド、また
はそれを発現する微生物を、セミアルデヒド化合物が含有された溶液に添加する段階を含
む、アミノ化合物を生産する方法を提供する。
【００２６】
　前記方法において、前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドは、前述の通り
である。前記トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドは、アミノ化合物の脱アミン
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化反応の逆反応に対しても触媒活性を有しており、セミアルデヒド化合物をアミノ化合物
に転換させることができる。前記セミアルデヒド化合物は、Ｎ－アセチルグルタメート５
－セミアルデヒド、スクシネートセミアルデヒド、グルタレートセミアルデヒド及びアジ
ペートセミアルデヒドからなる群から選択される１以上でもあるが、それらに限定される
ものではない。前記アミノ化合物生産方法において、前記セミアルデヒド化合物が含有さ
れた溶液は、グルタメートまたはアスパルテート及びリン酸ピリドキサールを追加して含
んでもよい。
【００２７】
　また、前記アミノ化合物の生産方法は、前記溶液から生産されたアミノ化合物を回収す
る段階をさらに含んでもよい。前記アミノ化合物は、Ｎ－アセチルオルニチン、ガンマア
ミノ酪酸、５－アミノ吉草酸及び６－アミノカプロン酸からなる群から選択される１以上
でもあるが、それらに限定されるものではない。前記アミノ化合物を回収する方法は、当
該分野に公知の適する方法を利用することができる。
【００２８】
　前記アミノ化合物を脱アミン化させる方法は、アジピン酸の生産方法にも利用される。
前記アジピン酸の生産方法は、アミノ化合物として、６－アミノカプロン酸を含む溶液に
、本開示のトランスアミナーゼ、またはそれを含む微生物の粉砕液を加えて反応させた後
、前記６－アミノカプロン酸から転換されたアジペートセミアルデヒドから、適する当業
者に公知の方法を利用して、アジピン酸を合成することができる。前記アジペートセミア
ルデヒドからのアジピン酸合成は望ましくは、アルデヒドデヒドロゲナーゼ（aldehyde d
ehydrogenase）反応によるものでもある。
【００２９】
　以下、本開示について、 実施例によってさらに詳細に説明する。しかし、それら実施
例は、本開示について例示的に説明するためのものであり、本開示の範囲は、それら実施
例によって制限されるものではない。
【実施例】
【００３０】
実施例１：６－アミノカプロン酸を窒素源として使用する微生物同定
１）６－アミノカプロン酸を窒素源として使用する微生物選別及び１６Ｓｒ ＲＮＡ分析
窒素源を６－アミノカプロン酸（６－ＡＣＡ）に固定させ、継代培養方法を介して、６－
アミノカプロン酸を脱アミンさせることができる新規菌株シュードモナス・スタッツェリ
ＣＪ－ＭＫＢを選別した。選別のために、微生物が培養される最小培地を、下記表１の組
成のように製造し、菌株培養に必要な窒素源として６－アミノカプロン酸を使用した。
【表１】

　具体的には、ソウル特別市加陽洞所在のＣＪ第一製糖(株)金浦工場の土壌サンプルを、
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表１の組成を有する培地を利用して、３７℃、２００ｒｐｍ条件で培養した。培養された
候補菌株は、初期接種光学密度（ＯＤ６００）を０．０５に合わせ、同一培地、３７℃、
２００ｒｐｍ条件で、光学密度が０．５に逹するまで培養した。５回の継代培養を介して
、表１の組成を有する培地で培養される微生物を選別することができた。選別された微生
物を、一次的に「ＣＪ－ＭＫＢ」と命名し、新規微生物であるということを確認するため
に、次の実験を進めた。
【００３１】
　液体培地で培養されたＣＪ－ＭＫＢ菌株を、Ｍ９アガールプレートに塗抹し、コロニー
を確保した。得られたコロニーは、２５ｍｇ／ｍｌ濃度のアンピシリンに対して抵抗性を
有した。そして、コロニー周辺で薄色のバイオフィルム（biofilm）が形成されることを
確認した。２つのコロニーを選択し、Ｍ９液体培地で再培養し、商用化されたgenomic Ｄ
ＮＡ prep kitを利用して、遺伝体（genomic ＤＮＡ）をそれぞれ抽出した。得られた遺
伝体同定のために、１６Ｓ ribosomal ＲＮＡ（１６Ｓｒ ＲＮＡ）の配列を分析した。微
生物１６Ｓｒ ＲＮＡの配列分析で普遍的に使用されるプライマー２７Ｆ（ＡＧＡ ＧＴＴ
 ＴＧＡ ＴＣＣ ＴＧＧ ＣＴＣ ＡＧ：配列番号１８）及びプライマー１４９２Ｒ（ＧＧ
Ｔ ＴＡＣ ＣＴＴ ＧＴＴ ＡＣＧ ＡＣＴ Ｔ：配列番号１９）を利用して、ＣＪ－ＭＫＢ
遺伝体の１６Ｓｒ ＲＮＡが配列番号１の塩基配列を有するということを確認した。
【００３２】
　米国・国立生物情報センター（ＮＣＢＩ：National Center for Biotechnology Inform
ation）で提供されるＢＬＡＳＴプログラムを利用して、配列番号１と高い核酸相同性を
有する菌株を検索した（ｈｔｔｐ://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi℃PROGRAM=blast
n&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome）。その結果、シュードモナス・スタッツ
ェリＮＢＲＩＳ１１菌株（Pseudomonas stutzeri strain ＮＢＲＩＳ１１）、ガンマプロ
テオバクテリウムＢＰ４４－ｉｓｏ８（Gamma proteobacterium ＢＰ４４－ｉｓｏ８）、
アンカルチャードバクテリウムクローン９（uncultured bacterium clone ９）、エシェ
リキアコリＢＭ０４４６菌株（Escherichia coli strain ＢＭ０４４６）及びエンテロバ
クテリアセエバクテリウムＢＭ００５（Enterobacteriaceae bacterium ＢＭ００５）の
１６Ｓｒ ＲＮＡと、それぞれ同一配列を有するとで確認された。
【００３３】
　確認された微生物のうちさまざまなシュードモナス種微生物が、エキソポリサッカライ
ド（exopolysaccharide）を作り、バイオフィルムを形成すると知られており、またシュ
ードモナス種微生物は、ペニシリンのようなベータ－ラクタム系の抗生剤に対する抵抗性
を有している。ＣＪ－ＭＫＢ菌株の１６Ｓｒ ＲＮＡの配列情報、培養中に見られるバイ
オフィルム、及びアンピシリンに対する抵抗性を有するということを考慮して見るとき、
選別された菌株が、シュードモナス系微生物である確率が高いと予想された。２５ｍｇ／
ｍｌ濃度のアンピシリンを含んだＭ９培地アガールプレートで得られた単一コロニーをＬ
Ｂブロスで培養し、１３，０００ｒｐｍで１分間遠心分離し、培養された菌株を得ること
ができた（図１）。得られた菌株に蒸溜水を入れて軽く振れば、バイオフィルムと菌株と
容易に分離される。
【００３４】
２）酸化還元酵素の塩基配列分析
　選別された菌株が、シュードモナス属微生物であるか否かということを確認するために
、シュードモナス種に存在する酸化還元酵素（oxidoreductase）の塩基配列を、新規菌株
ＣＪ－ＭＫＢが有している否かということを分析した。そのために、新たにデザインした
プライマーＮＣＰＰＢ ５Ｐ（ＡＴＧＡＧＣＡＡＧＡＣＴＡＡＣＧＡＡＴＣＣＣ：配列番
号２０）及びプライマーＮＣＰＰＢ ３Ｐ（ＴＣＣＡＧＡＡＴＧＧＣＣＡＧＣＣＣＧＣＧ
：配列番号２１）を利用して、配列分析を進めた。その結果、配列番号２の塩基配列を有
するということを確認した。
【００３５】
　配列番号２の塩基配列を、ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴによって分析した結果、配列番号２が
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、公知のシュードモナス・スタッツェリＡ１５０１菌株の酸化還元酵素のモリブドプテリ
ン結合（molybdopterin-binding）配列と、同一配列を有するということを確認すること
により、選別された新規菌株ＣＪ－ＭＫＢがシュードモナス属微生物であるということを
確認した。
【００３６】
３）トランスアミナーゼの塩基配列分析
　相同性が確認された核酸配列は、７１４個の短い配列であるので、微生物の従属を正確
に分類することができなかった。そのために、さらなるタンパク質核酸配列を分析して従
属を確認した。該微生物が、６－ＡＣＡを窒素源として使用する場合、その酵素転換反応
に関与すると予想されるトランスアミナーゼのうち、Ｎ－アセチルオルニチントランスア
ミナーゼまたは４－アミノブチレートトランスアミナーゼが特異的であると予想し、前記
２つの酵素活性を有するタンパク質の塩基配列を確認した。
【００３７】
　具体的には、シュードモナス・スタッツェリＡ１５０１と、選別された菌株ＣＪ－ＭＫ
Ｂのゲノム（genome）に存在するＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼとの塩基配
列を比較分析するために、ａｒｇＤ＿Ｆ２（５’プライマー：ＡＴＴＴＡＡＧＧＡＴＣＣ
ＧＴＣＣＧＣＣＣＣＧＣＡＣＡＣＣＣＣＧＧ：配列番号２２）及びａｒｇＤ＿Ｒ２（３’
プライマー：ＡＴＴＴＡＡＧＡＧＣＴＣＴＣＡＧＧＣＣＴＧＧＧＴＣＡＧＣＧＴＣ：配列
番号２３）を使用して、ＰＣＲ遂行によって核酸配列を分析した。その結果、シュードモ
ナス・スタッツェリＡ１５０１と、新規微生物のＮ－アセチルオルニチントランスアミナ
ーゼとがそれぞれ配列番号３及び配列番号４の塩基配列を有するということを確認した。
【００３８】
　また、同一方法で、シュードモナス・スタッツェリＡ１５０１と、選別された菌株の４
－アミノブチレートトランスアミナーゼとの塩基配列を比較分析するために、ｇａｂＴ＿
Ｆ（５’プライマー：ＡＴＴＴＡＡＣＡＴＡＴＧＣＡＡＣＧＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＧＣＣ
ＧＴＴＣＣ：配列番号２４）と、ｇａｂＴ＿Ｒ（３’プライマー：ＡＴＴＴＡＡＧＡＡＴ
ＴＣＴＣＡＧＧＴＣＡＧＣＴＣＧＴＣＧＡＡＡＣＡＣＴ：配列番号２５）とを利用して、
ＰＣＲを行った。その結果、それぞれ配列番号５及び配列番号６の塩基配列を有するとい
うことを確認した。
【００３９】
　シュードモナス・スタッツェリＡ１５０１と、選別された菌株のＮ－アセチルオルニチ
ントランスアミナーゼ塩基配列とを比較分析するために、多重配列整列（multiple seque
nce alignment）を利用した。その結果、１，２２１個の核酸配列のうち、１３個の核酸
が異なると確認された（核酸相同性：９８．９３５３％）。また、同一方法で、シュード
モナス・スタッツェリＡ１５０１と、新規菌株の４－アミノブチレートトランスアミナー
ゼとの核酸配列を比較分析した結果１，２５７個の核酸配列のうち、２１個の核酸が異な
ると確認された（核酸相同性：９８．３２９４％）
　結論として、選別された菌株シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ（Pseudomona
s stutzeri ＣＪ－ＭＫＢ）は、現在まで知られた微生物遺伝体配列内に、シュードモナ
ス・スタッツェリＡ１５０１と最も高い相同性を有し、新たな菌株であるということが確
認された。それにより、選別された菌株を、２０１４年１０月２２日付けで、韓国微生物
保存センターに寄託し、受託番号ＫＣＣＭ１１５８７Ｐを受けた。
【００４０】
実施例２：シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢの脱アミン反応性確認
　シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢの５－アミノ吉草酸及び６－アミノカプロ
ン酸の脱アミン化反応性評価を行った。トランスアミナーゼの反応は、アミン基とケトン
基との置換反応であるので、反応結果物は、薄層クロマトグラフィ（ＴＬＣ）を利用した
物質分離後、ニンヒドリン（ninhydrin）のアミン基発色反応を介して、基質及び生成物
を容易に確認することができる。シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢのトランス
アミナーゼ活性確認のために、前細胞反応を進めた。シュードモナス・スタッツェリＣＪ
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－ＭＫＢを培養し、光学密度が０．７に逹したとき、新たなＭ９培地で継代培養し、６－
アミノカプロン酸と５－アミノ吉草酸とを窒素源として固定させて培養を進めた。前記培
地に必要なアルファ－ケトグルタレートとリン酸ピリドキサールとを入れ、５－アミノ吉
草酸及び６－アミノカプロン酸の脱アミン程度確認のために、ＴＬＣを行った。反応体積
は、１００μｌであり、５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸、アルファ－ケトグル
タレート、リン酸ピリドキサールの多様な濃度、それぞれの基質有無によるグルタメート
（glutamate）の生成、及び基質の分解程度をＴＬＣ上で比較した。ＴＬＣ展開が終わり
、３％ニンヒドリン溶液で、アミン基が存在する物質を発色させた。ＴＬＣ結果を介して
、５－アミノ吉草酸、６－アミノカプロン酸が消滅し、グルタメートが生成されるという
ことを確認することができた（図２Ａないし図２Ｆ）。
【００４１】
　図２Ｆの９７ｈ反応、レーン４から分かるように、培地に、２０ｍＭ ６－アミノカプ
ロン酸、１０ｍＭアルファ－ケトグルタレート、０．１ｍＭのリン酸ピリドキサールを添
加した菌株が、９７時間以前に、６－アミノカプロン酸をいずれも反応させるということ
を確認することができた。トランスアミナーゼ反応が充足されたときと比較すれば、反応
速度は遅いが、リン酸ピリドキサールがない条件でも、６－アミノカプロン酸の減少がＴ
ＬＣ上で確認された（図２Ｆの９７ｈ反応レーン４－１）。５－アミノ吉草酸及び６－ア
ミノカプロン酸が同時に存在する場合には、６－アミノカプロン酸減少が確認されなかっ
た（図２Ｆの９７ｈ反応、レーン５及び５－１）。それを介して、シュードモナス・スタ
ッツェリＣＪ－ＭＫＢを最小培地条件で培養するとき、６－アミノカプロン酸と５－アミ
ノ吉草酸とが窒素源として競争反応すると評価された。
【００４２】
　該実験結果から、シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢが、６－アミノカプロン
酸を単一窒素源として使用することができ、アルファ－ケトグルタレート及びリン酸ピリ
ドキサールの存在下において、５－アミノ吉草酸及び６－アミノカプロン酸の脱アミン化
反応を加速化させるということを確認することができた（図２Ａないし図２Ｆ）。一方、
図２Ｄ及び図２Ｅの２４ｈ反応、レーン５と、７２ｈ反応、レーン４とにおいて、少量の
グルタメートが確認されたが、持続的に蓄積されないと分かった。それは、６－アミノカ
プロン酸の反応と共にグルタメートが生成されるが、該グルタメートのほどんどがアミン
供給源として使用されるために、細胞内に蓄積されず、迅速に転換されると評価される。
【００４３】
実施例３：大腸菌菌株での本開示の新規トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドの
過発現誘導、及びその反応性評価
１）大腸菌でのシュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ菌株由来トランスアミナーゼ
活性を有するポリペプチド過発現誘導
　実施例１で選別及び同定された新規シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ菌株か
ら、脱アミン反応に関与すると予想されたトランスアミナーゼと推定される酵素の活性を
確認する実験を進めた。配列分析を介して、前記シュードモナス・スタッツェリＣＪ－Ｍ
ＫＢのトランスアミナーゼをコーディングする遺伝子（以下、「ａｒｇＤ」とする）の塩
基配列を確認した（配列番号４）。
【００４４】
　発現及び精製のために、ａｒｇＤ遺伝子塩基配列の５－末端に、Ｈｉｓ－ｔａｇを追加
して発現するようにクローニングした。具体的には、大腸菌発現ベクターｐＥＴＤｕｅｔ
１（Merck Millipore、Darmstadt、ドイツ）に組み換えられたシュードモナス・スタッツ
ェリＣＪ－ＭＫＢ由来ａｒｇＤを、大腸菌Rosettaに入れ、形質転換された菌株を作製し
た。作られた菌株を、３ｍＬのＬＢ溶液培地に、５０ｍｇ／ｍｌ濃度のアンピシリンを入
れ、３７℃で１２時間培養した。培養された菌株を、抗生物質を含んだ５０ｍＬＬＢに入
れ、３７℃で培養し、光学光度（６００ｎｍ波長）が０．８になれば、発現を誘導し、１
８℃で４８時間培養した。培養された菌株を洗浄し、ソニケータを利用して、細胞を粉砕
した。粉砕後、過発現される可溶性タンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル結果を介して確
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認した（図３）。
【００４５】
　前記形質転換された大腸菌Rosettaを「大腸菌ロゼッタＣＣ０４－００５７」と命名し
、２０１４年１０月２２日付けで、韓国微生物保存センターに寄託し、受託番号ＫＣＣＭ
１１５８８Ｐを受けた。
【００４６】
２）本開示のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドが過発現された大腸菌粉砕液
の脱アミン反応性評価
　実施例３－１のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼが過発現された大腸菌粉砕
液を利用して、アミノ化合物（ガンマアミノ酪酸、６－アミノカプロン酸及びＮ－アセチ
ルオルニチン）それぞれに対する反応性を評価した。１０ｍＭの前記アミノ化合物それぞ
れ３種、１０ｍＭのアルファケトグルタレート及び０．１ｍＭリン酸ピリドキサールを入
れ、過発現されたＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼの活性を評価した。過発現
が誘導された大腸菌粉砕液（cell lysate）５０μｌと基質とを添加し、５０ｍＭ ＨＥＰ
ＥＳ緩衝液（ｐＨ８．０）で充填し、１００μｌ体積で反応を進めた。３７℃で３０分の
反応後、６－アミノカプロン酸の脱アミン反応程度をＴＬＣで確認した（図４）。
【００４７】
　過発現されたＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼは、本来基質として知られた
Ｎ－アセチルオルニチンに対して高い反応性を示すと観察された（図４のレーン８）。具
体的には、Ｎ－アセチルオルニチンが大きく減少し、トランスアミナーゼの共同反応物で
あるグルタメートが確実に増加するということを確認することができた。また、６－アミ
ノカプロン酸を基質として反応が進められたとき、グルタメートが生成されるということ
を肉眼で確認することができた（図４のレーン５）。
【００４８】
　また、前記反応性評価のような方法で、６－アミノカプロン酸の濃度を上昇させ、その
転換反応で生成されるグルタメートの生成量をＴＬＣ上で分析した（図５）。その結果（
図５ Ｄ）、反応から確認することができるように、６－アミノカプロン酸の濃度が２倍
（２０ｍＭ）または３倍（３０ｍＭ）と上昇するにつれ、グルタメートの生成量が増加す
るということを確認することができた。それにより、Ｎ－アセチルオルニチントランスア
ミナーゼによる６－アミノカプロン酸の転換反応が、前記基質が増加するほど、反応物が
増加する典型的な酵素反応であるということを確認することができた。
【００４９】
　結論として、前記結果を介して、シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ由来トラ
ンスアミナーゼ活性を有するポリペプチドの遺伝子を組み換え、大腸菌で過発現すること
により、本開示のポリペプチドが、６－アミノカプロン酸に対する脱アミン反応活性を有
するということを確認することができた。
【００５０】
実施例４：多様なシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ
の脱アミン活性評価
　前記実施例３を介して、シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ由来トランスアミ
ナーゼ活性を有するポリペプチドの６－アミノカプロン酸に対する脱アミン活性が評価さ
れた。それにより、同一生転換反応が可能であると判断されるシュードモナス・メンドシ
ナ（Pseudomonas mendocina）、シュードモナス・プチダ（Ｐ．putida）、シュードモナ
ス・レジノボランス（Ｐ．resinovorans）、シュードモナス・シリンガエ（Ｐ．syringae
）、シュードモナス・サーモトレランス（Ｐ．thermotolerans）などの多様なシュードモ
ナス属微生物由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ遺伝子を大腸菌に発現さ
せ、その反応性を評価した。
【００５１】
１）多様なシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ相同性
比較
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　シュードモナス属微生物のうち５個の菌株を選定し、ＮＣＢＩ（National Center for 
Biotechnology Information）（ｈｔｔｐ://www.ncbi.nlm.nih.gov/）で提供されるnucle
otideとgenomeとのプログラムを利用して、シュードモナス・メンドシナ、シュードモナ
ス・プチダ、シュードモナス・レジノボランス、シュードモナス・シリンガエ、シュード
モナス・サーモトレランス由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼの遺伝子と
アミノ酸配列とを確認し、シュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ由来トランスアミ
ナーゼ活性を有するポリペプチドのアミノ酸配列と相同性とを比較した（表２）。各シュ
ードモナス属微生物に由来したそれぞれの酵素は、互いに約７５以上％のアミノ酸相同性
を示した。
【００５２】
【表２】

【００５３】
２）５種のシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ及び本
開示のポリペプチドの分離及び精製
　前記実施例４－１）の５種のシュードモナス菌株から得られたＮ－アセチルオルニチン
トランスアミナーゼ遺伝子、及び本開示のシュードモナス・スタッツェリＣＪ－ＭＫＢ由
来トランスアミナーゼ活性を有するポリペプチドの遺伝子を、実施例３－１）のような方
法で大腸菌で発現させ、Ｈｉｓ－ｔａｇカラムを利用して精製されたタンパク質を得るこ
とができた。得られたタンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で比較した結果、正常な精
製がなされているということを確認した（図６）。
【００５４】
３）５種のシュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ、及び
本開示のポリペプチドの６－アミノカプロン酸に対する脱アミン活性評価
　実施例４－２）で精製されたタンパク質（図６のレーン３，５，７，９，１１，１３）
をもって、６－アミノカプロン酸に対する反応性を検証した。具体的には、２０ｍＭ ６
－アミノカプロン酸、１０ｍＭアルファ－ケトグルタレート、及び０．１ｍＭのリン酸ピ
リドキサールに、精製されたそれぞれのＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼを、
全体反応液の０．５ｍｇ／ｍｌ濃度で添加した。前記混合液に、５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ緩
衝液（ｐＨ８．０）を付加し、１００μｌの体積で反応を進めた。３７℃で１時間の反応
後、反応完了したサンプル１０μｌを、９９０μｌのエチルアルコールに希釈し、酵素活
性を除去した。その後、１４，０００ｒｐｍ、４℃、１０分の条件で遠心分離し、上澄み
液のうち１０μｌを、９９０μｌの滅菌蒸溜水（sterilized distilled water）で希釈し
、液体クロマトグラフィ質量分析機（ＬＣ－ＭＡＳＳ）で、６－アミノカプロン酸の減少
程度を分析した。
【００５５】
　その結果、Ｐ．シリンガエ由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼが、５６
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．６９％の６－アミノカプロン酸転換を示し、Ｐ．ストチェリＣＪ－ＭＫＢ由来のポリペ
プチドは、４５．５２％と、他の比較菌株と類似した程度を示した。
【００５６】
　同じサンプルに対して、シフ試薬を介して、アルデヒド生成程度を、相対的な活性値で
比較した（図８）。２０ｍＭ ６－アミノカプロン酸反応において、１０μｌの反応物を
、５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ８．０）１８０μｌに希釈し、１０μｌのシフ試薬
を入れ、常温で３０分間反応させた。基質を入れていない酵素サンプルと、基質だけ入れ
たサンプルとを対照群サンプルとして使用した。９６ウェルプレートリーダを利用して、
４９０ｎｍの波長で吸収される値を基に、相対的な酵素活性を比較した（図８）。
　Ｐ．サーモトレランス由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ反応サンプル
のアルデヒド生成が、ＬＣ－Ｍａｓｓ結果と比較して高く測定されたが、全体的な反応程
度は、同一順であると確認された。また、ＬＣ－Ｍａｓｓの結果と、シフ試薬結果とが相
関関係を有すると確認された。
【００５７】
４）Ｎ－アセチルオルニチン、ガンマアミノ酪酸、５－アミノ吉草酸基質に係わる種のシ
ュードモナス菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ、及び本開示のポリ
ペプチドの脱アミン活性評価
　実施例４－３）で反応性確認された５種のシュードモナス種由来のＮ－アセチルオルニ
チントランスアミナーゼ、及び本開示のポリペプチドの多様な基質に係わる反応性を評価
した。１０ｍＭアルファ－ケトグルタレート、０．１ｍＭのリン酸ピリドキサールと共に
、それぞれ全体反応液の１０ｍＭ濃度で、Ｎ－アセチルオルニチン、ガンマアミノ酪酸ま
たは５－アミノ吉草酸、及び全体反応液の０．５ｍｇ／ｍｌ濃度で、Ｎ－アセチルオルニ
チントランスアミナーゼを添加し、３７℃で１時間反応させた。総１００μｌの反応物の
うち１０μｌを、１８０μｌの５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ８．０）に希釈し、１
０μｌのシフ試薬を使用して、３０分間反応させた後、９６ウェルプレートリーダを利用
して、相対的な酵素活性を比較した。
【００５８】
　Ｎ－アセチルオルニチントランスアミナーゼの本来的基質として知られたＮ－アセチル
オルニチンに係わる脱アミン反応は、Ｐ．メンドシナ由来が最も高い活性を示した（図９
）。
【００５９】
　ガンマアミノ酪酸については、Ｐ．レジノボランス由来のＮ－アセチルオルニチントラ
ンスアミナーゼが最も高い反応性を示した（図１０）。
【００６０】
　５－アミノ吉草酸に係わる反応性は、本開示のＰ．ストチェリＣＪ－ＭＫＢ由来のポリ
ペプチドが最も高いということを確認した（図１１）。
【００６１】
実施例５：Ｐ．ストチェリＣＪ－ＭＫＢ由来のトランスアミナーゼ活性を有するポリペプ
チドの逆反応活性評価
　前記実施例４を介して、多様なシュードモナス由来のＮ－アセチルオルニチントランス
アミナーゼ、及び本開示のポリペプチドが６－アミノカプロン酸などのアミン化合物を脱
アミンさせながら、アジペートセミアルデヒドなどに転換されるということを確認した。
本実施例においては、その逆反応として、アジペートセミアルデヒドから６－アミノカプ
ロン酸への転換反応性を確認するために、Ｎ－アセチルオルニチントランスアミナーゼに
よって生成されるアジペートセミアルデヒドが存在する状況において、過量のグルタメー
トを処理することにより、アジペートセミアルデヒドがさらに６－アミノカプロン酸に生
成されるか否かということを確認した。
【００６２】
　まず、５ｍＭ ６－アミノカプロン酸、５ｍＭアルファ－ケトグルタレート、０．１ｍ
Ｍのリン酸ピリドキサールを、５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ８．０）において、１
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菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ、及び本開示のポリペプチドを添
加し、３７℃で１時間反応を進めた。反応終了後には、反応サンプルを、１００℃で５分
以上処理し、酵素の活性を除去した。熱処理が終わったサンプルは、１４，０００ｒｐｍ
、４℃、１０分の条件で遠心分離し、上澄み液中の１０μｌを取り、１８０μｌの５０ｍ
Ｍ ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ８．０）で希釈した。（生反応、α－ＫＧ反応（アルファ－
ケトグルタレート反応））
【００６３】
　また、その逆反応を誘導するために、２００μｌの体積を有する同一サンプルを作製し
、前述のところと同一条件で処理して遠心分離した後、９７μｌの上澄み液に、２０ｍＭ
グルタメートと、０．５ｍｇ／ｍｌの酵素とを入れ、１００μｌ体積の反応サンプルを、
３７℃で１時間反応させ、１００℃で５分間処理した。その後、１４，０００ｒｐｍ、４
℃、１０分の条件で遠心分離し、上澄み液中の１０μｌを、１８０μｌの５０ｍＭ ＨＥ
ＰＥＳ緩衝液（ｐＨ８．０）で希釈した（逆反応、グルタメート反応）。
【００６４】
　得られたサンプルに１０μｌのシフ試薬を使用し、３０分間反応させた後、９６ウェル
プレートリーダを利用して、相対的な酵素活性を比較した。その結果、シフ試薬の反応後
、９６ウェルプレートリーダを介して得られた値を比較するとき、５種のシュードモナス
菌株由来のＮ－アセチルオルニチントランスアミナーゼ、及び及び本開示のポリペプチド
が、アジペートセミアルデヒドを転換させ、６－アミノカプロン酸を生成するということ
を確認することができた（図１２）。
【００６５】
寄託機関名：韓国微生物保存センター（国外）
受託番号：ＫＣＣＭ１１５８７Ｐ
受託日：２０１４１０２２
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寄託機関名：韓国微生物保存センター（国外）
受託番号：ＫＣＣＭ１１５８８Ｐ
受託日：２０１４１０２２



(18) JP 6837014 B2 2021.3.3

10

20

30



(19) JP 6837014 B2 2021.3.3

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図２Ｃ】



(20) JP 6837014 B2 2021.3.3

【図２Ｄ】 【図２Ｅ】

【図２Ｆ】 【図３】



(21) JP 6837014 B2 2021.3.3

【図４】 【図５】

【図６】 【図７】



(22) JP 6837014 B2 2021.3.3

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】



(23) JP 6837014 B2 2021.3.3

【配列表】
0006837014000001.app



(24) JP 6837014 B2 2021.3.3

10

20

30

40

フロントページの続き

(72)発明者  オ，　インソク
            大韓民国　０７５６５　ソウル，　カンソグ，　コンハンデロ　５５ギル　５５－１５，　１１０
            １号室

    審査官  白井　美香保

(56)参考文献  特開２００３－１５９０７５（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２０１２／０５０１２５（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第２０１４／１９７９４１（ＷＯ，Ａ１）　　
              韓国公開特許第１０－１９９９－００３９９４８（ＫＲ，Ａ）　　　
              韓国公開特許第１０－１９９８－００５００７０（ＫＲ，Ａ）　　　
              国際公開第２００４／０５３１２５（ＷＯ，Ａ１）　　
              韓国公開特許第１０－２０１４－０１２８１７４（ＫＲ，Ａ）　　　
              Database UniProtKB/TrEMBL[online],Accession No.S6JJQ1,<https://www.uniprot.org/uniprot
              /S6JJQ1.txt?version=16>,27-MAY-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              Database UniProtKB/TrEMBL[online],Accession No.I7AZT5,<https://www.uniprot.org/uniprot
              /I7AZT5/.txt?version=24>,27-MAY-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              Database UniProtKB/TrEMBL[online],Accession No.A5W0D2,<https://www.uniprot.org/uniprot
              /A5W0D2.txt?version=59>,27-MAY-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              Database UniProtKB/TrEMBL[online],Accession No.Q4ZQH5,<https://www.uniprot.org/uniprot
              /Q4ZQH5.txt?version=77>,29-APR-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              Database UniProtKB/TrEMBL[online],Accession No.S6BL00,<https://www.uniprot.org/uniprot
              /S6BL00.txt?version=15>,01-APR-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              Database UniProtKB/TrEMBL[online],Accession No.A4XWF0,<https://www.uniprot.org/uniprot
              /A4XWF0.txt?version=61>,01-APR-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              Database Genbank,Accession No.WP_048329493.1,<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/852
              276940?sat=46&satkey=47044874>,26-JUN-2015 uploaded,[retrieved on 21-Jan-2019]
              V.Rajaram et al.，Structure of biosynthetic N-acetylornithine aminotransferase from sa
              lmonella typhimurium:Studies on substrate specificity and inhibitor binding，PROTEINS
              ，２００８年，vol.70，p429-441
              Perdeep K.MEHTA et al，Aminotransferases:demonstration of homology and division into e
              volutionary subgroups，Eur.J.Biochem.，１９９３年，vol.214，p549-561

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　　１／００－１５／９０
              Ｃ１２Ｐ　　　１／００－４１／００
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              　
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

